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DETECCAO DE POSSIVEIS AGENTES VIRAIS ASSOCIADOS A
CIRCOVIROSE SUINA

RESUMO

O Circovirus suino tipo 2 (PCV2) ¢ um virus ubiquo que tem sido associado a
um numero de sindromes em suinos. Entre elas, a Sindrome Multissistémica do
Definhamento dos Suinos (SMDS) tornou-se uma das principais causas de perdas
econdmicas na suinocultura nacional. No entanto, existe incerteza se o PCV2 ¢, de fato,
0 Unico agente responsavel por esse quadro, essencialmente porque a administragdo
isolada do virus a animais suscetiveis ndo tem sido capaz de reproduzir
experimentalmente a sindrome. Em vista disso, um numero de outros agentes
infecciosos (e ndo infecciosos) tem sido examinados e sua potencial participacdo no
desenvolvimento da SMDS tem sido pesquisada. No presente estudo foram realizados
experimentos visando determinar se outro(s) agente(s) com genoma de DNA circular
poderia(m) desempenhar algum papel no desenvolvimento da SMDS. Para tanto, a
técnica denominada “amplificagdo por circulo rolante com multiplos primers”
(ACRMP) foi empregada. A ACRMP ¢ baseada na atividade da DNA polimerase do
fago phi29, uma enzima capaz de sintetizar novas moléculas de DNA a partir de um
molde de DNA circular. Numa segunda etapa, o DNA amplificado ¢ clivado com
enzimas de restricdo, ocasionando a linearizagdo de grande quantidade de cdpias do
DNA alvo original. Como a ACRMP ¢ realizada com primers aleatorios, nenhum
conhecimento prévio da seqiiéncia de nucleotideos alvo € necessario. Portanto, pode-se
teoricamente amplificar DNA circular de qualquer microorganismo, o que a torna ideal
para o proposito do presente estudo. O DNA extraido de soros de 67 suinos com sinais
clinicos de SMDS, assim como de 63 suinos saudaveis, foram submetidos a ACRMP. O
principal achado deste estudo foi que o genoma de um (ou mais) anelovirus foi(ram)
detectado(s) em 88,9% (56/63) dos suinos saudaveis, ao passo que o(s) mesmo(s)
agente(s) somente foi(ram) detectado(s) em 16,4% (11/67) dos soros de suinos com
sinais clinicos da SMDS. Alguns fragmentos de DNA potencialmente correspondentes a
fragmentos de genomas virais foram seqiienciados, revelando que pelo menos um deles
corresponde a uma seqiiéncia de anelovirus suino ainda nao descrita. No entanto, outro
genoma correspondente a um anelovirus foi encontrado na mesma amostra, sugerindo
que mais de um virus pode estar presente em amostras de soro. Estes resultados
demonstraram que os anelovirus, de grande variabilidade genética, sdo
significativamente mais prevalentes em suinos clinicamente saudaveis do que em suinos
com SMDS.

Palavras-chaves: Circovirus suino, PCV2, SMDS, Co-infec¢ao, TTV



DETECTION OF POSSIBLE VIRAL AGENTS ASSOCIATED WITH
POSTWEANING MULTISYSTEMIC WASTING SYNDROME.

ABSTRACT

Porcine circovirus type 2 (PCV2) is an ubiquitous virus that has been associated
to a number of syndromes in swine. Among these, Postweaning Multisystemic Wasting
Syndrome (PMWS) has become a major cause of economic losses in swine worldwide.
However, there is uncertainty as to whether PCV2 is in fact the sole agent responsible
for the disease, essentially because the disease has not been experimentally reproduced
when PCV?2 is inoculated onto susceptible animals. In view of that, a number of other
infectious (and non infectious) agents have been examined and their potential role in
PMWS searched for. This study was carried out to determine whether any other agent(s)
with circular DNA genome might be playing some role in PMWS. In order to achieve
that, a technique called “randomly primed rolling circle amplification” (RPRCA) was
employed. RPRCA is based on the activity of bacteriophage phi29 DNA polymerase, an
enzyme that synthesizes new DNA molecules starting from a circularized DNA
template. In a second phase, the amplified DNA is cleaved with restriction enzymes, so
giving rise to large amounts of linearized copies of the original target DNA. As RPRCA
is performed with random priming, no previous knowledge of the target nucleotide
sequence is necessary. Therefore, it is theoretically possible to amplify circular DNA of
any microorganism, thus making it ideal for the purpose of the present study. DNA
extracted from sera of 67 pigs with clinical signs of PMWS as well as from 63 healthy
pigs was submitted to RPRCA. The major finding of this study was that the genome of
one (or more) anelloviruses was detected in 88,9% (56/63) of the healthy pigs, whereas
the same agent was only detected in 16,4% (11/67) of pigs with clinical signs of
PMWS. Some of the DNA fragments corresponding to the putative virus genomes were
sequenced and revealed at least one non-previously described anellovirus sequence.
However, other anellovirus could be found on the same sample, suggesting that more
than one genome are present in samples of serum. These results demonstrate that
anelovirus, of great genetic variability, were significantly more prevalent in healthy pigs
than in pigs with PMWS.

Keywords: Porcine circovirus, PCV2, PMWS, Co-infections, TTV
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1 INTRODUCAO

Circovirus suino

O Circovirus suino (PCV) pertence a familia Circoviridae, género Circovirus
(ALLAN et al., 1995). O PCV ¢ tido, presentemente, como o menor virus animal nao
envelopado, com um genoma de DNA circular de fita simples e com didmetro de 17 nm
(HAMEL et al.,1998). Dois tipos de PCV (PCV1 e PCV2) ja foram caracterizados
(ALLAN et al., 1998). O PCV1 ¢ considerado ndo patogénico para suinos (ALLAN et
al., 1995) e foi originalmente identificado como um contaminante persistente de células
da linhagem de rim de suino “PK15” (TISCHER et al., 1982). O PCV2 ¢ o principal
agente infeccioso associado a Sindrome Multissistémica do Definhamento dos Suinos
(SMDS). O PCV2 tem sido também associado a outras sindromes e manifestacdes
clinicas, tais como a Sindrome de Dermatite e Nefropatia dos Suinos (SDNS) (ALLAN
et al., 2000; ROSELL et al., 2000, CHOI e CHAE, 2001; CHAE, 2005), a falhas
reprodutivas (LADEKJAER-MIKKELSEN et al., 2001; KIM et al., 2004), a doencas do
complexo respiratorio dos suinos (DCRS) (ELLIS et al., 1999a) e a sindrome do tremor
congénito (STEVENSON et al., 2001; KENNEDY et al., 2003). Dentre estes, a SMDS
¢ a que apresenta maior impacto econdmico.

A SMDS foi identificada pela primeira vez no Canadd em 1991 (CLARK,
1997). Desde entdo, foi identificada em varias regides do mundo, evidenciando que a
infecgdo ja se encontrava em carater endémico praticamente em todas as regidoes onde a
suinocultura industrial era praticada (ALLAN e ELLIS, 2000; CHAE, 2004) sendo
relatada na Asia, na América do Sul, na América do Norte, na Europa e na Oceania
(SEGALES et al., 1997; ALLAN et al., 1998; SPILLANE et al., 1998; ONUKI et al.,
1999; HINRICHS et al., 1999; WELLENBERG et al., 2000; TRUJANO et al., 2001;
ZANELLA e MORES, 2001; ALLAN et al., 2002; CELER ¢ CARASOVA, 2002;
SARRADELL et al., 2002; SAOULIDIS et al., 2002).

No Brasil, o primeiro registro da SMDS foi realizado no ano de 2000, no Estado
de Santa Catarina, embora a infec¢ao pelo PCV2 tenha sido identificada em tecidos de
suinos estocados desde 1988 em blocos de parafina (ZANELLA, 2001).

Embora o PCV2 seja aparentemente o principal virus associado a circovirose
suina, nem todos os suinos infectados com PCV2 desenvolvem a sindrome. Isso indica
que o curso de muitas infecgdes por PCV2 ¢é sub-clinico e que o PCV2 necessita co-

fatores para a reproducao completa da SMDS (WELLENBERG et al., 2004). Um destes
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co-fatores pode ser representado por co-infecgdes com outros agentes (ELLIS et al.,
2004). A SMDS tem sido freqiientemente encontrada em combinagdo com outros
patdgenos virais e bacterianos como o Virus da Sindrome Respiratéria e Reprodutiva
dos Suinos (PRRSV), Parvovirus suino (PPV), virus da Influenza Suina (SIV),
Haemophilus parasuis, Actinobacillus pleuropneumoniae, Streptococcus suis e
Mycoplasma hyopneumoniae (PALLARES et al., 2002; ROVIRA et al., 2002; KIM et
al., 2003).

Anelovirus

Os anelovirus foram identificados pela primeira vez em 1997 em humanos,
sendo o primeiro agente hoje enquadrado nesse grupo denominado “Torque teno” virus
(TTV) (NISHIZAWA et al., 1997, OKAMOTO et al., 1998). Mais tarde, um virus
semelhante foi detectado em animais; por apresentar um genoma menor (2,8-2,9 kb) que
o TTV previamente identificado (3,8-3,9 kb), foi denominado de Torque teno “mini
virus” (TTMV) (TAKAHASHI et al., 2000). Ambos TTV e TTMV sao virus pequenos,
ndo envelopados e com genoma de DNA circular de fita simples (NISHIZAWA et al.,
1997; ITOH et al., 2000; OKAMOTO et al., 2002). Recentemente, novos anelovirus
humano com genoma de 3,2 kb foi identificado e denominados Torque teno “midi
virus” (TTMDV) (NINOMIYA et al., 2007).

Os anelovirus de suinos (TTMV) foram subdivididos em dois genogrupos
(OKAMOTO et al., 2002; NIEL et al., 2005) e parecem estar amplamente difundidos
nos criatorios em varias regioes do mundo (McKEOWN et al., 2004), incluindo o Brasil
(NIEL et al., 2005). Foi relatada uma possivel associacdo entre anelovirus e PCV2 em
animais com e sem SMDS, onde os autores relacionaram o genogrupo 2 dos anelovirus
suinos com animais afetados pela SMDS (KEKARAINEN et al. 2006). Entretanto, até o
presente, ndo existe nenhuma associacao clara desses agentes com qualquer patologia.
Por estas razdes, os anelovirus parecem ser exemplos de virus “o0rfaos”, ou seja, ndo
causadores de enfermidades (BENDINELLI et al., 2001).

Em fungdo das incertezas com relagdo a determinacdo da causa precisa da
SMDS, ¢ de grande importancia para o estabelecimento dos fatores envolvidos no
quadro o estudo de outros agentes que possam estar de alguma forma associados ao
PCV2 e a ocorréncia desse quadro.

A estratégia de amplificagdo por circulo rolante com multiplos primers

(ACRMP) tem sido usada com sucesso na identificagdo de agentes com genomas
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circulares, como os papilomavirus (RECTOR et al., 2004; RECTOR et al., 2005),
anelovirus (NIEL et al., 2005; BIAGINI et al., 2007) e poliomavirus (JOHNE et al.,
2006). No presente estudo, buscou-se utilizar a técnica de ACRMP seguida de restri¢ao
enzimdtica para a tentativa de identificar outros possiveis agentes virais associados a

circovirose suina.



15

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Circovirus suino

2.1.1 Classificagao

O circovirus suino (PCV) pertence a familia Circoviridae, que se subdivide em dois
géneros: Circovirus e Gyrovirus. O género Circovirus compreende o Circovirus suino
tipo 1 e tipo 2 (PCV1 e PCV2), o Virus da Doenca dos Bicos e Penas (BFDV),
Circovirus dos Columbideos ou Pombos (CoCV/PiCV), Circovirus dos Gansos (CoGV)
e Circovirus dos Canarios (CaCV) (MANKERTZ et al., 1997; BASSAMI et al., 1998;
MANKERTZ et al., 2000; TODD et al., 2001). O género Gyrovirus compreende o Virus
da Anemia das Galinhas (CAV) (KATO et al., 1995).

Dois tipos de PCV foram caracterizados e subseqiientemente denominados PCV1 e
PCV2 (MEEHAN et al., 1998). O PCV1 ¢é um contaminante persistente de células de
linhagem de rim de suinos, PK-15 (TISCHER et al., 1974) sendo considerado ndo
patogénico (npPCV) para suinos (TISCHER et al., 1982; ALLAN et al., 1995). Em
contraste, o PCV2 ¢ identificado como principal agente infeccioso da Sindrome
Multissist€émica do Definhamento dos Suinos (SMDS) ¢ tem sido associado a outras
sindromes ¢ manifestagdes clinicas tais como: a Sindrome de Dermatite ¢ Nefropatia
dos Suinos (SDNS) (THIBAULT et al., 1998; ROSELL et al., 2000; ALLAN et al.,
2000a; CHOI e CHAE, 2001; CHAE, 2005), falhas reprodutivas (WEST et al., 1999;
JOSEPSHON ¢ CHARBONNEAU, 2001; LADEKJAER-MIKKELSEN et al., 2001;
O’CONNOR et al., 2001; KIM et al., 2004), doengas do complexo respiratorio dos
suinos (CDRS) (ELLIS et al., 1999a) e tremor congénito (TCS) (STEVENSON et al.,
2001; KENNEDY et al., 2003).

2.1.2 Propriedades do virion

O virion do PCV nao ¢ envelopado, apresenta simetria icosaédrica e mede de 15 a
17 nm de didmetro. E o menor virus animal descrito, tanto em didmetro quanto em

tamanho de genoma, com capacidade de replicagdo autdnoma em células de mamiferos.
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Sua replicacdo ocorre, obrigatoriamente, durante a multiplicagao celular, pois o virus
depende de proteinas produzidas durante a fase S da mitose (STUDDERT, 1993).

O PCV apresenta densidade de flutuagao 1,33-1,34 mg/ml em gradiente de CsCl e
coeficiente de sedimentagdo de 57S quando comparado com o coeficiente de
sedimentacdo de um enterovirus bovino. O virus ndo possui atividade hemaglutinante e
¢ resistente ao cloroformio, ao pH 3,0 e a temperaturas de 56 °C e 70 °C por 15 minutos

(ALLAN et al., 1994b).

2.13 Caracteristicas moleculares

O genoma do PCV ¢ constituido de DNA circular ambisenso de fita simples,
circular e com, aproximadamente, 1,76 kb. Essa estrutura apresenta uma regido
intergénica na qual sdo flanqueadas as duas principais fases abertas de leitura (open
reading frames — ORFs) denominadas ORF1 ¢ ORF2. Além destas duas ORFs, outras ja
foram mapeadas, porém as fungdes das proteinas codificadas ainda ndo foram descritas
(MANKERTZ et al., 2004).

A andlise das seqiiéncias de nucleotideos do genoma total do PCV2 revela uma
identidade de aproximadamente 95% entre os isolados. Quando o PCV2 ¢ comparado
ao PCV1, o genoma total apresenta identidade entre 68 e 76%. Comparando as ORFs1 e
2, a identidade nucleotidica entre PCV1 ¢ 2 ¢ de 83 e 67% ¢ a de aminoacidos de 86 ¢

63%, respectivamente (ALANN e ELLIS, 2000).

2.14 Organizacdo gendmica

O PCV possui dois genes principais que codificam as proteinas rep e cap. O gene
cap esta localizado na fita viral negativa e ¢ formado por duas regides: uma regiao
promotora localizada na ORF1 de 108 nucleotideos e uma regido codificadora formada
pela ORF2. A transcri¢do desse gene da origem a um pré-mRNA, também denominado
transcrito imediato, o qual sofre um processo denominado splicing gerando um mRNA
(maduro) com uma fase aberta de leitura continua (Fig. 1a) (CHEUNG, 2003). A ORF2
tem 699 nucleotideos e codifica a proteina estrutural formadora do capsideo (Cap) de 30

kDa, composta por 233 aminoacidos (NAWAGITGUL et al., 2000).
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O gene rep tem uma fase de leitura aberta, a ORF1, que se estende do nucleotideo
51 ao 995 e esta localizada na fita viral positiva. Este gene codifica as duas principais
proteinas envolvidas na replicagdo, a Rep e a Rep’. Dois transcritos co-lineares sdo
sintetizados pelo gene rep: o primeiro compreende totalmente a ORFI com 945
nucleotideos que codifica a proteina Rep com 315 aa e o segundo transcrito sofre um
splicing, resultando na Rep’ com 168 aa (MANKERTZ ¢ HILLENBRAND, 2002;
CHEUNG, 2003).

Um terceiro gene denominado ORF3 foi recentemente descrito (LIU et al., 2005).
A proteina codificada por este gene ndo € essencial para a replicacdo do PCV2 e parece
ter um papel importante na indugdo de apoptose em células PK-15 (LIU et al., 2005).

A origem da replicagdo (ORI), localizada na regido intergénica do genoma do
PCV2, ¢ contida por aproximadamente 84 nt (posi¢do 1735 ao 1768 ¢ 1 ao 51) (Fig.1b).
Essa regido ¢ formada por uma regido palindromica, um octanucleotideo (5’
AGTATTAC 3’) e quatro repetigdes do hexdmero 5> CGGCAG 3’ (Fig. 1b) essenciais
para a replicacdo do PCV2 (CHEUNG, 2004; MANKERTZ et al., 2004; CHEUNG,
2005; CHEUNG, 2006). Semelhancas na seqiiéncia e na estrutura sugerem que a
replicagdo do PCV seja por circulo rolante, mecanismo similar ao da familia
Geminiviridae (GUTIERREZ, 1999; HANLEY-BOWDOIN et al., 2000). As duas
proteinas Rep reconhecem e se ligam a estrutura palindromica, desestabilizando e
desenrolando a Ori e entdo o octanucleotideo é clivado (5> AGTATTVAC 3°) gerando
uma extremidade 3’OH livre para o inicio da sintese da fita positiva (CHEUNG, 2004;
CHEUNG, 2005). Uma vez que o PCV ndo apresenta nenhuma atividade de DNA
polimerase, a polimerizacdo do genoma viral ¢ realizada por enzimas celulares

(CHEUNG, 2006).
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Figura 1. (A) Representagdo linear do genona de PCV2. Em cinza estdo as regioes
codificadoras das proteinas Cap, Rep e Rep’. Em branco estdo representas as regioes
ndo codificantes. O pontilhado mostra a regido de splicing e # representa a cauda de
poli A. (B) Representacdo esquematica da regido intergénica, que compreende a origem
de replicagdo, de PCV2 com a seqiiéncia palindromica arranjada em alga (Stem-loop).
Nas regides 5’ e 3’, em preto, estdo os codons de iniciagdo das proteinas Cap e Rep,
respectivamente. Adaptado de CHEUNG (2006).

2.2 Sindrome Multissistémica do Definhamento dos Suinos (SMDS)

2.2.1 Historico

A Sindrome Multissistémica do Definhamento dos Suinos (SMDS) termo derivado
de Postweaning Multisystemic Wasting Syndrome- PMWS) ¢ uma doenga emergente,
causada pelo Circovirus suino tipo 2 (PCV2). O termo SMDS foi proposto, na ocasido,

para descrever a condicdo clinica dos leitdes examinados, que se caracterizou por
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definhamento e palidez na fase de creche e por apresentacao de lesdes em multiplos
orgaos, especialmente nos tecidos linféides (HARDING et al., 1998).

Estudos sorologicos realizados na Alemanha (TISCHER et al., 1982; TISCHER et
al., 1986), Canada (DULAC e AFSHAR, 1989), Nova Zelandia (HORNER, 1991), Gra-
Bretanha (EDWARDS e SANDS, 1994), Irlanda do Norte (ALLAN et al., 1994b) e
Estados Unidos da América (HINES e LUCKERT, 1995) revelaram uma ampla
infeccdo por PCV2 em suinos adultos. Entretanto, a primeira referéncia a Sindrome
Multissistémica do Definhamento dos Suinos (SMDS), doenga de etiologia
desconhecida que vinha ocorrendo na Europa e Estados Unidos, foi realizada no Canada
em 1991 (CLARK, 1997). Desde entdo, a SMDS adquiriu um carater endémico
(ALLAN e ELLIS, 2000; CHAE, 2004) sendo relatada na Asia, na América do Sul, na
América do Norte, na Europa e na Oceania (SEGALES et al.,1997; ALLAN et al.,
1998; SPILLANE et al., 1998; ONUKI et al., 1999; HINRICHS et al.,, 1999;
WELLENBERG et al., 2000; TRUJANO et al., 2001; CIACCI-ZANELLA ¢ MORES,
2001; ALLAN et al., 2002; CELER e CARASOVA, 2002; SARRADELL et al., 2002;
SAOULIDIS et al., 2002).

No Brasil, a SMDS foi diagnosticada pela primeira vez no Estado de Santa Catarina
em 2001, embora a infecgdo tenha sido identificada na populagdo suina do Brasil desde
1988 (CIACCI-ZANELLA et al., 2006). Esta enfermidade também foi relatada na
regido Sudeste (FRANCA et al., 2005) e, no Rio Grande do Sul, foi descrita pela
primeira vez em 2003 (PESCADOR et al., 2003).

222 Etiologia

Apesar da etiologia da sindrome ndo ter sido completamente elucidada, existe
evidéncias de estudos experimentais e a campo que apontam a intima associa¢do desta
com o PCV2 (ALLAN e ELLIS, 2000; KIM e LYOO, 2002; ELLIS et al., 2004).
Alguns autores sugerem que para o completo desenvolvimento da sindrome, ha a
necessidade de co-infec¢do com outros agentes infecciosos como o Parvovirus Suino
(PPV) ou o Virus da Sindrome Respiratoria e Reprodutiva dos Suinos (PRRSV)
(ALLAN et al., 1999a; CHOI e CHAE, 2000; HARMS et al., 2001) ou co-fatores
imunoestimulatorios (KRAKOWKA et al., 2001; KYRIAKIS et al., 2002).
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223 Epidemiologia

A detecg@o de PCV2 foi descrita em suinos com e sem sinais clinicos de SMDS em
paises da Europa, Asia, América do Sul, do Norte e Oceania (ALLAN e ELLIS, 2000;
MAGAR et al., 2000; CIACCI-ZANELLA et al., 2001; SARRADELL et al., 2002;
SEGALES;DOMINGO, 2002; CASTRO et al., 2003b; CASTRO et al., 2004; RAYE et
al., 2005; VIGRE et al., 2005). Recentemente, o agente foi detectado também em suinos
selvagens (Sus scrofa) (KNELL et al., 2005). No Brasil, o PCV2 associado com a
SMDS foi diagnosticado, pela primeira vez, no Estado de Santa Catarina. A presenga de
antigenos ¢ de DNA de PCV2 foi confirmada através da técnica de imunoperoxidase
(IPX) e da reagdo em cadeia da polimerase (PCR), respectivamente (ZANELLA &
MORES, 2001). Atualmente, a SMDS ¢é descrita em outros estados como: Rio Grande
do Sul (PESCADOR et al., 2003), Parana, Sao Paulo (CASTRO et al., 2003), Rio de
Janeiro (FRANCA et al., 2005a), Espirito Santo (CHIARELLI et al., 2005) e Minas
Gerais (PINTO et al., 2003; BARBOSA, 2005).

A faixa etaria mais comumente afetada pela SMDS situa-se entre 2-4 meses
(SEGALES et al., 2005). As taxas de morbidade observadas nas granjas atingidas
situam-se geralmente entre 4 ¢ 30%, com uma taxa de letalidade tipica em torno de 70-
80%, o que pode variar em fungdo das condigdes da granja e do lote de animais
(LAVAL, 2004). Alguns fatores de risco causadores de estresse como densidade
elevada, baixa qualidade do ar e misturas de lotes com idades diferentes podem
exacerbar os sintomas e a gravidade da doenca (ZANELLA, 2005). As taxas de
mortalidade encontradas variam entre 4 a 20% (SEGALES et al., 2005).

A detecgdo de PCV2 em swab nasal, tonsilar, bronquico, urinario e fecal levanta a
hipdtese de que o agente pode ser transmitido via secrecdo oronasal, fecal e urinéria
(SEGALES e DOMINGO, 2002), o que indica a disseminagdo horizontal da doenga
(FERNANDES et al., 2003b). A associagdo do PCV2 com falhas reprodutivas indica
que a transmissao vertical também pode ser importante (PENSAERT et al., 2004;
MALDONADO et al., 2005).
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224 Patogenia

O PCV2 ¢ o principal agente associado a SMDS, no entanto, nem todos os animais
infectados com PCV2 irdo desenvolver a doenca. Varios experimentos na tentativa de
reproduzir a SMDS foram publicados na literatura. Os primeiros experimentos
utilizando tecidos homogeneizados (BALASCH et al.,, 1999) ou PCV2 isolado e
propagado em cultivo celular (ELLIS et al, 1999; MAGAR et al., 2000;
PORGRANINCHNIY et al., 2000) reproduziram lesdes histoldégicas de SMDS com
intensidade baixa a moderada, mas ndo a sindrome completa. No entanto, em um estudo
com leitdes privados da ingestdo de colostro (PIC) a doenca clinica e as lesdes
consistentes com SMDS foram relatadas em 1 dos 4 leitdes inoculados com apenas
PCV2 (ALLAN et al., 1999a; KENNEDY et al., 2000). Percentagem mais elevada ou
similar de animais inoculados com apenas PCV2 também foram relatadas por outros
autores (BOLIN et al., 2001; HARMS et al, 2001; OKUDA et al., 2003).
Conseqlientemente, isso tem sugerido que a infec¢do por PCV2, ligada a outros co-
fatores, ¢ necessaria para o desenvolvimento completo da doenca em suinos. A
reproducdo mais consistente da SMDS tem sido obtida através da utilizacdo de co-
fatores infecciosos (ALLAN et al., 1999a; KRAKOWKA et al., 2000; ALLAN et al.,
2003) e nao infecciosos (KRAKOWKA et al., 2001). A reproducao completa da doenca
tem sido relatada em uma alta percentagem de leitdes PIC e gnotobioticos (GN) co-
inoculados com PCV2 e parvovirus suino (PPV), ou inoculados com um potente
imunoestimulante, como a hemocianina do molusco keyhole limpet (KLH) em
adjuvante incompleto de Freund’s. Os mecanismos pelos quais outros virus ou a
imunoestimulagdo podem desengatilhar o desenvolvimento completo da SMDS em
suinos infectados com PCV2 permanece desconhecida. Tem sido especulado que a
estimulacdo antigénica com agentes infecciosos e ndo infecciosos aumenta o numero de
células permissivas para a replicagdo do PCV2 entrando na fase S do ciclo celular
(ELLIS et al., 1999; KRAKOWKA et al., 2000), uma condi¢do necessaria para a
replicagdo do PCV (TISCHER et al., 1987).

Suinos com SMDS apresentam um aumento de mondcitos circulantes, reducdo de
células T (principalmente CD4+ e CDS8+), linfécitos B e baixa densidade de
granulocitos imaturos quando comparados com suinos saudaveis ndo infectados com

PCV2 (SEGALES e DOMINGO, 2002). Recentemente, evidenciou-se que o PCV2
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induz apoptose em linfocitos B, levando a severa deplecao linféide e imunossupressao

sist€émica (MANDRIOLI et al., 2004; LIU et al., 2005).

2.2.5 Sinais Clinicos

A SMDS acomete leitoes de 5 a 16 semanas de idade (HARDING e CLARK, 1997;
ALLAN e ELLIS, 2000; PALLARES, 2002; SEGALES e DOMINGO, 2002). E
caracterizada por apresentar atraso no crescimento com emagrecimento progressivo,
palidez corporal, algumas vezes com ictericia, aumento dos linfonodos inguinais e
sintomas respiratorios (taquipnéia, dispnéia e tosse) e digestivos (diarréia), os quais ndo
regridem com tratamentos antimicrobianos de uso comum na suinocultura (ALLAN e
ELLIS, 2000; SEGALES ¢ DOMINGO, 2002; CIACCI-ZANELLA ¢ MORES, 2003a,
2003b; HARDING, 2004; SARRADELL et al., 2004).

2.2.6 Lesdes macroscopicas

As lesdes macroscopicas em suinos afetados pela circovirose suina sdo observadas
principalmente nos linfonodos, pulmdes e, com menor freqiiéncia, no figado e nos rins
(CLARK, 1997; ROSELL et al., 1999). As lesdoes mais evidentes costumam aparecer
nos linfonodos inguinais, mesentéricos, mediastinicos e submandibulares (ROSELL et
al.,, 1999). Os pulmdes se apresentam ndo colapsados, com areas de consolidagdo
cranio-ventral e apresentam edema interlobular. Ulceracdo na érea aglandular do
estdbmago também ¢ bastante freqliente (ROSELL et al., 1999; SEGALES, ROSELL,
DOMINGO, 2004; CORREA et al., 2006). O figado pode apresentar-se sem alteragdes
ou de tamanho aumentado, palido, com consisténcia firme e com superficie irregular.
Em casos mais avancados da doenga, pode ainda apresentar-se flacido, de tamanho
reduzido e com coloragdo alaranjada (SEGALES, ALLAN, DOMINGO, 2005). Alguns
animais podem apresentar rins com multiplos pontos brancos na superficie (SEGALES,
ROSELL, DOMINGO, 2004; CORREA et al., 20006) e intestinos, principalmente ileo e
co6lon, com parte afinada e conteudo liquido (DARWICH, SEGALES, MATEU, 2004).
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2.2.7 Lesdes microscopicas

As lesoes histopatoldgicas nos 6rgaos linfoides de animais com SMDS sdo bastante
caracteristicas. Um grau variavel de deplecdao linfocitaria com perda da arquitetura
folicular € visto em praticamente todos os animais apresentando a doenga, achado que ¢
acompanhado de uma infiltragdo multifocal ou difusa e de grau leve ou intenso, de
histiocitos e/ou células gigantes multinucleadas. Em um grande numero de casos,
inclusdoes citoplasmaticas de tamanhos variados, esféricas, basofilicas e bem
demarcadas do PCV2 sdo vistas em histiocitos ¢ em células dendriticas (SEGALES,
ROSELL, DOMINGO,2004). Os pulmdes apresentam pneumonia intersticial com
infiltrado mononuclear, composto predominantemente por macréfagos e linfocitos.
Broncopneumonia purulenta dos lobos anteriores ou pneumonia necrotica, atribuidas a
infecgOes bacterianas concorrentes também sao observadas (SEGALES, ALLAN,
DOMINGO, 2005). O figado caracteriza-se por infiltracdo linfohistiocitaria periportal,
necrose individual de hepatocitos e presenga de corpos apoptoticos (SEGALES,
ALLAN, DOMINGO, 2005; CORREA et al., 2006). No rim verifica-se nefrite
intersticial linfohistiocitaria de distribui¢ao multifocal (CHAE, 2004). Esporadicamente,
sdo observadas lesdes na glandula adrenal (adrenite linfoplasmocitdria na capa
fasciculada), no pancreas (pancreatite linfohistiocitaria multifocal) e encéfalo
(meningite fibrino-purulenta, encefalite mononuclear) (ALLAN e ELLIS, 2000;
CIACCI-ZANELLA et al., 2003a; PESCADOR et al., 2003).

2.2.8 Diagnostico

O diagnostico definitivo da circovirose ¢ estabelecido baseado em trés critérios:
presenca de sinais clinicos compativeis, presenga de PCV2 nas lesdes e presenca de
lesdes microscopicas caracteristicas, como deple¢dao linféide moderada a severa ou
linfadenite granulomatosa (CHAE, 2004). Na literatura, muitos métodos de diagndstico
tém sido descritos para identificagdo de PCV2 em suinos. O isolamento viral de
amostras de tecidos ¢ um deles, porém, neste caso, as técnicas de imunofluorescéncia
(IF) ou imunoperoxidase (IPX) sdo utilizadas para a confirmag¢do do isolamento, pois o
agente ndo produz efeito citopatico (ECP) detectavel nos cultivos celulares (ALLAN e

ELLIS, 2000).
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Diante das dificuldades associadas com o isolamento de PCV2 em culturas de
células, tem-se priorizado estudos conduzidos com métodos diagnosticos que visam a
deteccdo de antigenos ou DNA virais (ALLAN e ELLIS, 2000). Para a presen¢a do
PCV2 nos tecidos, tém sido empregadas as técnicas de imuno-histoquimica (IHQ) e
hibridizagao in situ (HIS), que permitem a analise da arquitetura histologica em relagdo
a presenca do agente (CHAE, 2004). A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) tem
sido utilizada para detectar fragmentos especificos do DNA de PCV2 a partir de
diversas amostras, como: sangue total, soro, secrecdes orofaringeas e nasais, fezes,
sémen e tecidos fixados em formol. O uso de materiais antigos fixados, também
permitiu a realizagcdo de estudos retrospectivos para o PCV2 (KIM e CHAE, 2001; KIM
etal., 2001; SHIBATA et al., 2003).

Como o PCV2 também pode ser identificado em animais saudaveis, a determinagao
da carga viral pode ser empregada como ferramenta auxiliar, uma vez que alguns
autores sugerem o limite de 10’ copias do genoma viral por ml de sangue ou soro para

considerar o diagnostico da SMDS (LIU et al., 2000; OLVERA et al., 2004).

2.3 Outras manifestaces clinicas associadas ao PCV2

2.3.1 Sindrome de Dermatite e Nefropatia Suina (SDNS)

A sindrome de dermatite e nefropatia suina (SDNS) foi descrita pela primeira vez
em 1993 no Reino Unido (SMITH et al., 1993). Desde entdo, paises em todo o mundo
tém relatado casos dessa condicdo, sugerindo a distribuigdo mundial de SDNS.
Caracteriza-se pela presenga de petéquias cutaneas localizadas principalmente na area
perineal (HELIE et al., 1995; SEGALES et al., 1998), afctando leitdes nas fases de
desmame, crescimento e terminagdo (THOMPSON et al., 2000a). Os rins,
macroscopicamente, apresentam-se aumentados, anémicos e cobertos por petéquias. O
principal achado histologico nos casos de SDNS ¢ a presenca de glomerulonefrite
fibrino-exudativa. Esse achado microscépico, juntamente com a presenca de
imunoglobulinas e fatores do complemento nos vasos e glomérulos afetados, sugerem

uma rea¢do de imunocomplexos (hipersensibilidade do tipo III) como um possivel
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mecanismo patogénico para essa apresentacao (SIERRA et al., 1997). Fibrose
intersticial difusa, nefrite intersticial linfoistiocitaria com dilatacdo de material
proteinaceo nos tubulos normalmente acompanham a lesdo glomerular. Deple¢do
linfocitaria de linfonodos moderada a massiva tem sido regularmente observada. Em
aproximadamente 50 % dos suinos afetados hé infiltrado inflamatério granulomatoso
com histidcitos e células gigantes nos linfonodos, principalmente na regido folicular.
Outra lesdo comum de animais que apresentam SDNS ¢ a pneumonia intersticial
(SEGALES et al., 2004). Alguns suinos com lesdo renal e sem lesdes de pele e outros
com lesdo renal discreta ou ausente sdo considerados casos atipicos da SDNS e tém
vasculite necrosante sistémica (SEGALES et al., 2004).

Estudos retrospectivos na Irlanda do Norte demonstraram que a associacdo desse
agente com a sindrome data de 1990 (ALLAN et al., 2000; GRESHAM et al., 2000;
ROSELL et al., 2000). No entanto, alguns trabalhos sugerem que outros agentes como
PRRSV ¢ a Pasteurella multocida podem estar associados a PDNS (THIBAULT et al.,
1998; ROSELL et al., 2000; LAINSON et al., 2002). O papel do PCV2 na patogenia da
sindrome ainda ndo foi completamente esclarecido. Porém, DNA e antigenos virais
foram detectados em tecidos de animais com SDNS (ALLAN et al., 2000a; CHOI e
CHAE, 2001), o que sugere o envolvimento do agente com a sindrome, apesar do virus

ndo ter sido detectado em todos os casos relatados (ROSELL et al., 2000).

2.3.2 Complexo das doengas respiratdrias dos suinos (CDRS)

O complexo das doengas respiratérias dos suinos (CDRS) caracteriza-se por
crescimento vagaroso e irregular, redu¢do no consumo alimentar, alta conversao
alimentar, tosse e pneumonia, acometendo leitdes entre 16 e 22 semanas de idade. Os
principais patogenos envolvidos no desenvolvimento do complexo sdo PRRSV e
Mycoplasma hyopneumoniae. No entanto, outros agentes, também, foram detectados em
surtos de CDRS, dentre eles o PCV2 (SEGALES et al., 2004). As lesdes caracteristicas
do CDRS associado ao PCV2 s3o pneumonia broncointersticial com fibrose
peribronquial e peribronquiolar. Os septos alveolares se apresentam espessos com um
infiltrado linfoistiocitario (KIM et al., 2003). No entanto, em muitos casos ndo had como
diferenciar claramente entre CDRS e SMDS, uma vez que ambos sdo clinicamente

muito semelhantes (SEGALES et al., 2004). Na maioria dos casos de CDRS observa-se
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a co-infeccdo de PCV2 com PRRSV, influenza virus suino ¢ Mycoplasma
hyopneumoniae. Porém, ressalta-se que a associagdo entre PCV2 ¢ PRRSV torna o
quadro da doeng¢a mais severo (HARMS et al., 2001).

2.3.3 Falhas reprodutivas

Existem varios casos de falhas reprodutivas associadas ao PCV2. O envolvimento
deste agente em distirbios reprodutivos foi descrito primeiramente em duas granjas do
Canada em 1999. Posteriormente, relatos semelhantes foram realizados em Iowa
(EUA), no oeste da Europa e na Coréia (WEST et al., 1999; LYOO et al., 2001,
HARDING, 2004; KIM et al.,, 2004). Os sinais clinicos observados nas granjas
acometidas foram taxas elevadas de aborto, natimortos € mumificacao fetal (WEST et
al., 1999; JOSEPSHON ¢ CHARBONNEAU, 2001; LADEKJAER-MIKKELSEN et
al., 2001; O’CONNOR et al., 2001; KIM et al., 2004). A deteccdo do PCV2 em fetos e
natimortos infectados no tutero indicam que a transmissdo vertical pode ser um
importante meio de transmissdo (WEST et al., 1999). A transmissdo placentaria em
leitoas também ja& foi reproduzida com sucesso (LADEKJAER-MIKKELSEN et al.,
2001).

O PCV2 ¢ detectado nos tecidos fetais e em lesdes cardiacas de leitdes com
miocardites através das técnicas de isolamento viral, Reagao em Cadeia pela Polimerase
(PCR), imunohistoquimica e hibridizagdo in situ (WEST et al., 1999; O’CONNOR et
al., 2001; CHAE, 2005). Na histopatologia, sdo visualizadas lesdes principalmente nos
pulmdes e coracao dos fetos. No pulmao, ¢ vista uma infiltragdo mononuclear no espaco
alveolar e, no coracdo, degeneragao de miocitos, edema e fibrose com presenga de
infiltrado linfoistiocitario (WEST et al., 1999; KIM et al., 2004b). Lesdes histologicas
significativas ndo sdo encontradas em outros 6rgdos. O indice de viremia ¢ um fator
importante para o PCV2 atravessar a barreira transplacentaria. Isso pode ocorrer na
forma livre de virus circulante, associado com células ou de ambas as formas
(PENSAERT et al., 2004).

A idade do feto no momento da infec¢do ¢ o principal fator determinante. Fetos
inoculados com PCV2 no primeiro més de gestacdo morrem e sdo reabsorvidos. Fetos
inoculados no segundo més, ou morrem, ou sdo abortados. Nesses casos, o miocardio

desses animais tem abundante proteina viral. Fetos infectados no ter¢o final de gestacdo
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sao minimamente afetados e nascem virémicos e soropositivos (SANCHEZ et al.,
2001), podendo ou nao morrer da infeccdo (PENSAERT et al., 2004).

A auséncia de acido nucléico ou antigeno de PCV2 em amostras de tecidos
enviadas para a Universidade de Saskatchewan, entre 1995 e 1998, oriundas de granjas
com disturbios reprodutivos, mostraram que esta associagdo de PCV2 ¢é uma

manifestagdo clinica recente (BOGDAN et al., 2001).

234 Tremor congénito (TC)

Tremor congénito (TC), também denominado mioclonia congénita, caracteriza-se
pelo tremor da cabega e pernas de leitdes recém-nascidos. O tremor congénito divide-se
em dois tipos (A e B) baseados na presenga (A) ou auséncia (B) de mielina no sistema
nervoso central ou periférico. (SEGALES et al., 2004). As possiveis causas incluem:
Al, virus da peste suina classica; A2, virus da doenga de Aujeszky ou infeccio viral
desconhecida; A3, gene recessivo ligado ao sexo; A4, gene recessivo autossomico ¢ AS,
intoxica¢ao por Triclorfon. A causa A2 parece ser a forma mais comum do tremor
congénito e ¢ caracterizada por contracdes clonicas de varidvel intensidade que
diminuem com o passar do tempo e resolvem espontaneamente com, no maximo, quatro
semanas de idade. A mortalidade nos animais afetados pode passar de 50% e ¢
resultante da impossibilidade de aleitamento e esmagamentos (CHAE, 2005). Hines &
Lukert (1994) foram os primeiros a relatar a potencial associagdo do PCV2 ao tremor
congénito A2. Posteriormente, Stevenson et al. (2001), utilizando hibridizagao in situ,
imunofluorescéncia indireta ¢ PCR, demonstraram a presenga de acido nucléico e
antigenos de PCV2 no cérebro e medula espinhal de animais com TC, permitindo a
associacdo do agente com a enfermidade. No entanto, Kennedy et al. (2003) e Ha et al.

(2005) nao confirmam essa associacao.

2.4 Infecgbes concomitantes

Estudos experimentais com a finalidade de reproduzir a SDMS tém demonstrado
que o PCV2 ¢é um fator necessario, porém nao suficiente no desenvolvimento da
sindrome. Outros agentes tém sido estudados em co-infecgdes, dentre eles destacam-se

o parvovirus suino (PPV) e o virus da sindrome respiratoria e reprodutiva (PRRSV)
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(ALLAN et al., 1999; CHOI; CHAE, 2000; KENNEDY et al., 2000; HARMS et al.,
2001; KRAKOWKA et al., 2001; CHOI et al., 2002). Nas propriedades nas quais a
SDMS ¢ relatada, geralmente, observa-se a associacdo entre o PCV2 e outros virus
(PRRSV, PPV, influenza suina e coronavirus) e/ou bactérias (Haemophilus parasuis,
Actinobacilus pleuropneumoniae, Streptococcus suis e Mycoplasma hyopneumoniae)
(KIM et al., 2001; PALLARES et al., 2002; CASTRO, et al., 2002a; BERSANO et al.,
2003; MORENO et al., 2003; RUIZ et al., 2004). Essas co-infec¢des intensificam os
sinais clinicos da SDMS, dificultando a sua identificagdo. POGRANICHNIY et al.
(2002) realizaram um estudo de caso em suinos com historia clinica e lesdes
histoldgicas caracteristicas de SMDS e em suinos saudaveis. Entre todos os virus
testados: PCV2, PRRSV, PPV, enterovirus suino (PEV) tipo 1 e 3, influenzavirus suino
(SIV), coranavirus respiratério suino (PRCV), virus da gastro enterite transmissivel
(TGEV), retrovirus endogeno de suino (PERV), herpesvirus linfotropico de suino tipo 1
(PLHV-1) e virus da diarréia viral bovina (BVDV), O PCV2 foi o que apresentou maior
associa¢do com a SMDS. O risco para o desenvolvimento da SMDS foi mais alto se o
suino estava co-infectado com PCV2 e PRRSV.

Recentemente, foi reportada a associagdo entre Torque teno virus (TTV) e o PCV2
em animais com e sem a SMDS (KEKARAINEN et al., 2006). O Torque teno virus de
suino (TTVs) foi reconhecido primeiramente no Japao (OKAMOTO et al., 2002) e logo
apos foi relatado na América do Norte, Espanha, China, Coréia, Tailandia (McKEOWN
et al., 2004) e Brasil (NIEL et al., 2005) confirmando a distribuicdo mundial deste virus.

2.5 Torque teno virus (TTV) em suinos

O TTV ¢ um virus pequeno, ndo envelopado com um diametro de 30-32 nm o qual
contém um genoma de DNA circular de fita simples, senso negativa (ITOH et al., 2000;
OKAMOTO et al., 2002). Foi descoberto pela primeira vez, em 1997, em um paciente
humano com uma hepatite pds-transfusdo de etiologia desconhecida e foi nomeado com
as iniciais do nome do paciente (NISHIZAWA et al., 1997). Inicialmente, por causa do
genoma circular, o TTV foi associado com a familia Circoviridae, juntamente com
Circovirus suino tipo 1 e 2, Virus da Doenga dos Bicos e Penas, Virus da Anemia das
Galinhas e TTV-like minivirus, mas foi recentemente reclassificado dentro de um novo

género chamado Anellovirus (BIAGINI et al., 2005).
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O Torque teno virus tem sido freqiientemente detectado em plasma de humanos no
mundo todo (NIEL et al., 1999) mostrando uma alta diversidade gendmica
(MUSHAHWAR et al., 1999). At¢ o momento, ndo h4d nenhuma relagdo clara com
nenhuma patologia determinada. Por estas razdes, o TTV pode ser considerado como
um virus 6rfao, um virus a espera de ser claramente relacionado a uma determinada
doenca (BENDINELLI et al., 2001). TTV geneticamente relacionados, mas distintos
daqueles descoberto em humanos tém sido recentemente descritos em suinos, frangos,
vacas, ovelhas (LEARY et al., 1999; OKAMOTO et al., 2002; McKEOWN et al., 2004;
BIGARRE et al., 2005; NIEL et al., 2005; KEKARAINEN et al., 2006), caes e gatos
(OKAMOTO et al., 2002). O TTV também tem sido detectado em primatas ndo-
humanos (LEARY et al., 1999; ABE et al., 2000; XIAO et al., 2002) e em Tupaia
belangeri chinensis (OKAMOTO et al., 2001).

O TTV suino tem sido relatado em diferentes paises (LEARY et al.,, 1999;
OKAMOTO et al., 2002; MCKEOWN et al., 2004; BIGARRE et al., 2005; NIEL et al.,
2005; KEKARAINEN et al., 2006), e analises de seqiiéncias tém demonstrado que as
cepas apresentam entre 71% e 100% de identidade de nucleotideos (MCKEOWN et al.,
2004; BIGARRE et al., 2005). Analises filogenéticas tém demonstrado que
aparentemente, as cepas de suinos ndo estdo associadas com a sua origem geografica
(MCKEOWN et al., 2004). Além disso, a epidemiologia da infec¢do dentro e entre
rebanhos suinos e os fatores de risco associados ainda sdo desconhecidos. Até o
momento, dois genogrupos distintos foram identificados em suinos domésticos (NIEL et
al., 2005). A deteccdo viral através de PCR especifico para o genogrupo 1 em amostras
de soro de diferentes regides geograficas (Canadéd, China, Coréia, Espanha, Franga,
Tailandia e Estados Unidos) revelou uma prevaléncia que varia de 33% a 100%
(McKEOWN et al., 2004; BIGARRE et al., 2005). A prevaléncia dos genogrupos 1 e 2
na Espanha ¢ 60% e 77% respectivamente (KEKARAINEN et al., 2006).

2.5.1 Organizacao gendmica

O TTV suino tem demonstrado ser geneticamente relacionado ao TTV humano e
compartilha uma organiza¢do genomica similar. O comprimento gendmico de isolados

de TTV parecem diminuir conforme diminui a ordem animal. Em particular, cepas de
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suinos apresentaram um genoma de 2,9 kb, em vez de 3,4 — 3,9 kb de isolados humanos
(OKAMOTO et al., 2002).

O genoma viral do TTV humano consiste de 4 fases abertas de leitura (ORFs) que
sdo altamente divergentes e uma regido ndo codificante relativamente conservada de
aproximadamente de 1,2 kb com 83,4 % de identidade entre isolados de humanos
(OKAMOTO et al., 1999). O TTV suino tem organizacdo genOmica similar, mas
compartilha menos de 45% de identidade entre nucleotideos e contem 3 ORFs
(OKAMOTO et al., 2002).

As ORFs 1 e 2 estdo circundadas pelo TATA box e pelo sinal de poliadenilagio e a
regido rica em GC se encontra no meio da regido nao traduzida (UTR) (IRSHAD et al.,
2006). Apesar da grande divergéncia de TTV e TLMV em regides codificantes do
genoma, trés areas de conservacdo foram identificadas na parte UTR que contém

promotores e sitios de splicing (OKAMOTO et al., 2000).
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Figura 2. Organizagdo gendémica de TTV suino. As setas fechadas representam as
ORFs (ORFI1-3). A caixa aberta localizada no centro da ORF3 representa uma area
correspondente a um intron no mRNA mais curto. A caixa sombreada indica a regiao
rica em GC e o ponto representa a posicdo do TATA Box. (OKAMOTO et al., 2002).
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2.5.2 Patogenia

Embora ndo se saiba exatamente em que células o TTV se replica, o DNA de TTV
tem sido detectado freqiientemente em células mononucleares do sangue periférico
(OKAMURA et al, 1999; OKAMOTO et al., 1999) e também em células
hematopoiéticas da medula 6ssea (KANDA et al., 1999; KIKUCHI et al., 2000). O
TTV, assim como o circovirus e o parvovirus, necessitam de células se multiplicando
ativamente para a sua replicacdo (BERNS et al., 1990; ALLAN et al., 1994). Formas
replicativas intermedidrias de fita dupla de TTV foram relatadas no figado e em células
da medula 6ssea (OKAMOTO et al., 2000).

O TTV nao tem sido cultivado in vitro e pouco ainda se sabe a respeito deste virus.
Uma linhagem celular para isolamento e cultivo deste virus poderia acelerar

significativamente a investigagdo do mesmo.
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3 OBJETIVOS

3.1  Objetivos gerais

Contribuir para o conhecimento da patogenia da SMDS em suinos.

3.2  Objetivos especificos

Pesquisar possiveis associagdes entre a ocorréncia de SMDS e outros agentes

virais cujo genoma seja composto por DNA circular.
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Fig. 1. PMRCA products of samples digested with Bam HI. Lane 1: Lambda x HindIIl
marker, Lane 2: fragments of endonuclease restriction of DNA extracted from sera of
PMWS-negative pigs. Represents “pattern 1”. Lane 3: fragments of endonuclease
restriction of DNA extracted from sera of PMWS-affected pigs. Represents “pattern 2.
Lane 4: fragments of endonuclease restriction of DNA extracted from sera of PMWS-
affected pigs. Represents “pattern 3”. Lane 5: fragments of endonuclease restriction of
DNA extracted from sera of PMWS-affected pigs. Represents “pattern 4”.
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Fig. 2. Electrophoresis of MPRCA products digested with ECORI. Lanes 1,14: Lambda
x HindIII marker, 2-13: endonuclease restriction profile performed on DNA extracted
from sera of PMWS-negative pigs.
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Fig. 3. TTV-2516 digestion. Lanes 1 and 4: 1 kb marker, 2: TTV-2516 digested with
EcoRI and 3: TTV-2516 digested with BamHI.
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250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 2500 2750
TTV sequence |
I I I | I | | | | | | |
BamHI 2516B 2516A 2516B
EcoRI 5C 2E 5C

Fig. 4. TTV-2516 cloning strategy. The upper line indicates the complete TTV
genome. Boxes indicate the fragments after a BamHI or an EcoORI digestion,
respectively. The fragments were first sequenced using M13 primers. The sequences of
red boxes are overlapping and will be sequenced using specifically selected primers to

complete the sequence.
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CAC'I'I'CCGGG'I'I'CAGGAGGCT CAA'I'I'I'GGCTCGC'I'I'CGCTCGCACCACG'I'I'I'GCTGCCAGGCGGACCTGATI'GAGGACTGAAAACCG'I'I'AAA'I'I'CAAATI'I'GAAAATGGCGGGCAAACATGGCGGACGGGGGGCGGGGTI'I'ATGCAAA'I'I'AATI'I'ATGCAAAGTAGGA Majority

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170

S S N N S Y Y Y S O Y N S NS [ E I
1 TACACTTCCGGGTTCAGGAGGCTCAATTTGGCTCGCTTCGCTCGCACCACGTTTGCTGCCAGGCGGACCTGATTGAGAACTGAAAACCGTTAAATTCAAATTTAAAAATGGCGCCCAAACATGGCGGA-GGGGGGCGGAGTTTATGCAAATTAATTTATGCAAAGTAGGA TTV RS Bra:
1 TACACTTCCGGGTTCAGGAGGCTCAATTTGGCTCGCTTCGCTCGCACCACGTTTGCTGCCAGGCGGACCTGATTGAAGACTGAAAACCGTTAAATTCAAAT TTGAAAATGGCGGGCAAA-ATGGCGGACAGGGGGCGGGGATTATGCAAATTAATTTATGCAAAGTAGGA TTV ABO760(

GGAGCTCGA AATI'I'ATGCAAAGTAGGAGGAGTCA'ITI'CTGA'I'I'GGTCGGGAGCTCAAGTCCTCA'I'I'I'GCATAGGGTGTAACCAATCAGA'I'I'I'AAGGCG'I'I'CCCAGTAAAGTGAATATAAGTGAGTGCAG'I'I'CCGAATGGCTGAG'I'I'I'ATGCCGCCAGCGGTAGACA Majority

180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340

S S [ Y S Y Y Y O O M S U NS [ N E——
170 GGAGCTCCA AATTTATGCAAAGTAGGAGGAGTCAATTCTGATTGGTCGGGAGCTCAAGTCCTCATTTGCATAGGGTGTAACCAATCAGAATTAAGGCGTTCCCAGTAAAGGGAATATAAGTAAGTGCAGTTCCGAATGGCTGAGTTTATGCCGCCAGCGGTAGACA TTV RS Bra:
170 GGAGCTCGA AATTTATGCAAAGTAGGAGGAGTCATTTCTGATTGGTCGGGAGCTCAAGTCCTCATTTGCATAGGGTGTAACCAATCAGATTTAAGGCGTTCCCACTAAAGTGAATATAAGTGAGTGCAGTTCCGAATGGCTGAGTTTATGCCGCCAGCGGTAGACA TTV ABO760(

GAACTGTCTAGCGACTGGGCGG'I'I'GCCGGAGGA‘I'I’CCGGG TAGTCAAGGGGCCTATCGGGCAGGAGCAGCTGAGC CCTACATGAA AGACTACTGGGAAGAAGCCTGGCTGACCAGCTGTACATGG CACGAGCCTCACTGOGAGTGCGGTAG Majority
T T T T T T T T T
350 360 370 380 400 410 420 430 440 450 460 47 480 490 500 510
) ) ) A ) . ) A ! ) n . \ . )
340 GAACTGTCTAGCGACTGGGCGGTAACCGGAGGAGTCCGAGCTCGTI RN PRI GATCCACGAGACTCACTGCAAGTGCGGTAA TTV RS Bra:

340 GAACTGTCTAGCGACTGGGCGGGTGCCGGAGGATCCCAGATCCGGAGTCAAGGGGCCTATCGGGCAGGAGCAGCTGAGCGGAGGGCCTACATGAAGGAGAAAGACTACTGGGAAGAAGCCTGGCTGACCAGCTGTACATCCATACACGACCACCACTGCGACTGCGGTAG TTV ABO760(

TGGAGAGACCACCTGTGGACGCTATGCGCTTI'AGACGACGCAGATTFGGCCGCCGCCGCAGATATTATCGAAAGAGGAGAGGGGGATGGAGGCGTCGATI'TGGGATTCGTTGGCGGCGGACTGCCTGGAGACG'I'I'GGCGGGTAAGGAGATGGCGGCG'I'I’CCGTCTTCCG Majority

520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650 660 670 680

L L L L L L L L L L L L L L L L
510 CTGGAGAAACCACCTCTGGACACTATGCGC AGACGACGCAGA'I'I'I'GGCCGCCGCCGCAGATACTACCGAAAGAGGAGAGGGGGATGGAGACGTCGATATGGGAGGCG'I'I'GGAGACGGACTGCCTGGAGACGTCGGCGGGTAAGGAGATGGCGGCG'I'I'CCGTC'I'I'CCG TTV RS Bra:
510 CTGGAGAGACCACCTGTGGACGCTATGCGCTTTAGACGACGCAGATTTGGCCGCCGCCGCAGATATTATAGAAAGAGAAGAGGCGGATGGAGGAGAAGATTTCGGATTCGTAGACGGCG-AC-~CCTGGAGACGCTGGCGGGTAAGGAGATGGCGGCGTTCCGTCTTCCG TTV ABO760(

0 R iRy Y N R RTIRTIRE

TAGAGGGGGACGTAGAGCGCGCCCCTACCGCATTAGTGCGTGGAACCCTAGGGTTGTI'AGGCGCTGTCGTGATCACGGGATGGTGGCCAGTTA'I'I'CAGTGTATGGAGGGGATGGAGTGTCT AAGATACAGGCCGATGGAC'I'I'AAGAGTCGAGGCAAGCTGGATA'I'I’CGAT Majority

690 700 710 720 730 740 750 760 770 780 790 800 810 820 830 840 850
L

1 L L L 1 L L L L L 1 L L L L
680 TAGAGGGGGACGTAGAGCGCGCCCCTACCGCA'I'I'ACTGCCTGGAACCCCAGAGTAGTI'AGGCG—TGTAGTGATCAAGGGATGGTGGCCAC'I'I'A'I'I'CAGTGTATGCAGGGAATGGAGTATCTAAGATACAGACCAATGAA— ~TAACA-TAGAAAAAAGATGGATATACAAG TTV RS Bra:
677 TAGAAGGGGACGTAGAGCGCGCCCCTACCGCATTAGCGCGTGGAACCCTAAGGTTCTAAGAAACTGCCGC-ATCACAGGATGGTGGCCAGTAATACAGTGTATGGACGGGATGGAGTGGATAAAATACAAGCCGATGGACTTAAGAGTCGAGGCAAACCGGATATTCGAT TTV ABO760(

BRI 1 IREWE] R BTR 1N

AAATCGGG'I'I'GTAGGCT A'I'I'I'GCTGAGGAGATGGGATACTI'GATGCAGTATGGAGGAGGATGGTCATGCGGAG'ITATI'I'GG'ITGGAGGGGC AATGAGCACCGG'I'I'GTGGAGAAATGT[TGGTCTAGATGTAATGATGGGATGGAC'I'I'GGTCAGGTAC'ITCGGGTG Majority

860 870 880 890 900 910 920 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020

1 L 1 L 1 ! L 1 L L L 1 1
846 AAATCCAATTCCAGACAAT‘I'I'GCTGAGGACATGGGATACCTGATGCAGTATGGAGGAGGATGGGCATCAGGAACTATI’TCGCTGAAAGGGCTC'I'I'TAATGAGCACCAGTTATGGAGAAATGTFTGGTCTAGATCTAATGATGGAATGGACCT AGCCAGGTACTI'CGGGTG TTV RS Bra:
846 AAACAGGGCAGTAAGATAGAGACAGAACAGATGGGATACTTAATGCAGTACGGAGGAGGATGGTCAAGCGGAGTAATCAGCTTAGAGGGAC CAATGAAAACAGACTGTGGAGAAACATATGGTCTAAAAGCAATGACGGGATGGACTTGGTCAGATACTTCGGGTG TTV ABO760(

AL N EER e minm -

GAA'ITI'GACTGTATCCGGCGGAGAATCAGGGCTACTTG'ITCTGGTTTGACACAGAA'ITI’GACGAGCCGCAG'I'I'A'I'I'AATGTTGGAGGAATATACGCAGCCTAGTGTAATG'I'I'GCAGGCTAAAAACTCCCG'I'I'I'AATAGTATGTAAATCCAGGATGCCTA'ITAGACGGA Majority

1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190

_— 11
1016 TTCAATCTCACTGTACCCGGAGGAGAACCAGGACTACTTATTCTGGTTTGACACAGAATTCGACGAGACACAGTTATTAAACCTGCAGGAATACACGCAGCCAAGTGTAATGTTACAGGCAAAAAACTCCAGACTAATAGTAGCAAAATCCAGAATGCCTATAAGACGCA TTV RS Bra:
1016 CAGAATTAGACTATATCCAACAGAGAATCAGGGCTACTTGTTCTGGTATGACACAGAATTTGACGAACAGCAGAGAAGAATGTTAGACGAATATACACAACCTAGTGTAATGCTGCAGGCTAAAAACTCCCGTTTAATAGTATGTAAACAAAAGATGCCAATTAGACGGA TTV ABO7601

GTAAAGAGCA ATACCGCCACCGGCGCA 'I'I'GACAACACAGTGGCAGTI'I'CAGCAGGAC‘I'I’GTGTGAC CCCTI'G‘I'I'I'AACTGGGCCTGTATCTGTATAGACATGGACACGCCG‘I'I'I'GACTACA(IEGGGGCATGGCGAAATGCCTGGTGG‘I'I’AATGCGAAGG Majority

1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300 1310 1320 1330 1340 1350 1360

S [ N [ N O N S MY [ WY (S N N
1186 AAATAAAAAAAATATTTATACCACCACCAGCGCAGATGACAACACAGTGGCAGTTTCAAAAAGACTTGGCTGACTATCCCTTGT TTAACTGGGCATGCATATGCATAGACATGGAAAAACCATTTGACTACACGGGGGCATGGCGAAATGCATGGTGGTTAATGCAAAGA TTV RS Bra:
1186 GAGTAAAGAGCA CATACCGCCACCGGCACAGTTAACAACACAGTGGAAGTTTCAGCAGGAACTGTGTCAATTTCCATTATTTAACTGGGCCTGTATCTGTATAGACATGGACACGCCGTTCGACTACAACGGCGCATGGCGAAATGCCTGGTGGCTAATGAGAAGG TTV ABO760!1

il B R LINel BRI INIITIEE |1 e

TTGC CCGGAGATATGGAGTATATAGAAAGATGGGGCAGAATACCGCTGACAGGAGACTI'I’GAACI’ GCCGTCAGCAGGTI'CC GAAGGCAGGCGGGGTGATCCCAAATI'I'GCACOCGACTGGTGTI'CCGTI'CATATAOCCT ATAGTGGCA GGGTGGTGGAGGG Majority

1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530

L 1 1 1 L L L L L 1 1 1 L 1 L L 1
1356 CAGGCTTCAGGAGATATGGAATATATAGAAAAATGGGGAAGAATACCACCCACAGGAGACTTTAAACTGCCGTCAAAAAGT TCAATGAAGGCAACCAGGACAATCCCAAATTGGCACCCAAATGATGAACCATTCATATACCCCATAGTGGCATATTGGGTGACAGAAGA TTV RS Bra:
1356 CTTCAAAACGGAAACATGGAGTACATAGAAAGATGGGGCAGAATACCGATGACAGGAGACACAGAACTGCCACCAGCAGACGACT TCAAGGCAGGAGGGGTGAACAAAAACTTCAAACCGACAGGTATTCAGAGAATATACCCTATAGTAGCAGTATGCCTAGTGGAGGG TTV ABO7601
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LALILIL AR ARLImin 10 i i) jamal may -

AGGTAAGAGCGTCTTGTACTGGTGCACAGTACACAATGGGCCGATAGACCGATGGAGAAAGAGAGAGGCAGTGGCGTTACAAGTGTGTGCCCTGAGAGGGCTATTTCTTAGAGT TTGCTCCGCGCGTGAGACATACTATAGGTGGCCAGGGTGAGAATTTACAGGCGCAT Majority

T T T T T T T T T T T T T T T T T
1540 1550 1560 1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690 1700

S Y S Y M N MY S Y M M NS [N N [ N
1526 AGGTAAAAACGTCTTATACTGGTGCACAATACACAATGCACCGATAAACCGATGGAGAAAGAGAGAGGCAATGGCAATACAAGTGAGAGACCTGAGAGGGCTATGTCTAAGAGT TTGCTCCGCGCAAGAAACATACTATAGATGGCAAAGGGGAGAATTCACAGACGCAT TTV RS Bra:
1526 AAACAAGAGAGTAGTGAAATGGGCCACAGTACACAATGGGCCAATAGACAGATGGAGAAAAAAACAGACAGGAACGTTAAAACTATCTGCACTGAGAAGACTAGTGCTTAGAGTATGCTCAGAAAGTGAGACATACTATAAGTGGACAGCATCAGAATTTACAGGAGCAT TTV ABO760(

INMAIIN N T nl) i i

'I'I'CAGCAGGGCTGG'I'ITCCAG'I'I'AGTGGGACAGA'I'I'ACCGG'I'I'A'I'I'AGTGATAG'I'I'GCAATAGGAGCCAGAG'I'I'CAGGGAAACCCGGCTGTATGGGTG'I'I'G'I'I'ATGGAA'I'I'CCTCAGTAACTATACCGACAGCTGGAG'I'I'CTGAAATACTGTGGATI'I'GGGCTCGGTAAA Majority

1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800 1810 1820 1830 1840 1850 1860 1870

S S Y A Y A [ Y A Y [ [ Y (S N [ N
1696 TTAAGCAGCGCTGGTTTCCACAGAATGGGACAGATCACAGCTTAGTAGTGATAGACGCAACAGGAACAAGAGCACAGGGAAACCCAGATGTATGGAACTTCCTATGGAATTCCTCAATAAACACACAAACAACTCCAGTTCTAAAATACTGGGGAAATAGACACGGGAAA TTV RS Bra:
1696 TTCAGCAGGACTGGTGGCCAGTTAGCGGAACAGAATACCCGTTAT--GT-ACAATTAAAAT-GGAGCCAGAATTC--GAAAACCCGACAGTAGAGGTGTGGTCATGGAA-————- -AGCAACTATACCGACAGCAGGAACACTGAAAGACTAT---TTCGGGCTCAGT--- TTV ABO760(

1HAnnmuymiymanEnipmmnnmn -

GGGCAACAGTGGCAGGACACTGAC'I'I'I'GGCAGGC'I'I'CAA'I'I'GCCCAGAAGCAGCT CATGATGTI'GAC GGGCATAAAGCTAGATI'I'GGGCCA GAAAAAGCCTCCA'I'I'I'GAG'I'I'CAGAGACTCAGCGCCCCACCCAC'I'I'AATATCTGGGTGAAATACA Majority

1880 1890 1900 1910 1920 1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030 2040
S Y S [ A [ Y A Y [ M NS [ N [ N
1866 CCAGACCAACAGTGGCAGGACACAGACTTTGCCAAACTTCAACTGCC-AAAAACAGCTCATGATATAGACTTTGGGCACAAAACCAGATTCGGGCCATTCTGTGTAAAAAACCCACCATGTGAGT TCAGAGAAACACCGCCACAACCAATTAATATATGGGTAAAATACA TTV RS Bra:

1848 T T \TT} © C C C AT TTV ABO760(
I + Majority

CGTTC CAGCAGTTCGGCGGCATGTACCAGCCTCCCTGTGGAATCCAGGATCCCTGCACTTCTAACCCGACCTATCCTGTCCGGATGGTCGGAGCAGT TACACACCCCAAATACGCCGGGCAAGGTGGTGGATACGCGACGGAAATTGGCGATCAAGGTATCACC Majority

T T T T T T T T T T T T T T T T T
2050 2060 2070 2080 2090 2100 2110 2120 2130 2140 2150 2160 2170 2180 2190 2200 2210

S S Y S Y M NS Y [ Y (S N NS [ W N N
2035 AGTTC CAGCAGTTCGGCGGCATGTACCAGCCTCCCTGTGGAATCCAGGATCCAGGAACTTCTAACCCGACCTATCCTGTCCGGATGGGAGGAGCAGT TACACACCCCAAATACGCCGGACAAGGTGGTGGATACACGACGGAAATTGGCCATCAAGGTATCACC TTV RS Bra:
2017 CATTCTA C-——-AGTTCGGCGGCATGTACCAGCCTCCCACCGGAATCCAAGATCCCTGCACTTCTAACCCGACCTATCCTGTCAGAATGGTCGGAGCAGT TACACACCCCAAATACGCCGGGCAAGGCGG--AAT-CGCGACCCAAATTGGAGATCAAGGTATCACC TTV ABO760(

HEIRIERI AN ARl (D N (A -

GCTGCCTCTCTCCGTGCCATCAGTGCAGCT CCACCCAGTACCTACAGGCAGTGTGCGTI'I'CT CCAAGCCCCGGAAGCCGAGACAGAGGCGAGAGAGGAAACCGAGGAAACCACGAGTGAGAGCTG AOGAGTGCCGAAAGCTC'I'I'CTGAGGGAGATGGATOGTCTGA Majority

2220 2230 2240 2250 2260 2270 2280 2290 2300 2310 2320 2330 2340 2350 2360 2370 2380
—_— 1
2205 GCTGCCTCTCTCCGAGCCATCAGTGCAGCTCCACCCAGAACCTACAGCCAAAGTGCATTTCTCCAAGAACCAAAAGAA ACAGAGGCGAGAGA AACCGAGGAAACCACGAGTGAGAGCTCCATTACGAGTGCCGAAAGCTCTTCTGAAGGAGATGGATCGTCTGA TTV RS Bra:
2181 GCTGCCTCTCTCCGTGCCATCAGTGCAGCTCCACCAAATACCTACACGCAGTCGGCGTTCCTCAAAGCCCCGGAAACCGAGAAAGA AGAG A--GAGA GAGTGAGACCAGTTTCACGAGTGCCGAAAGCTCTTCTGAGGGAGATGGATCGTCTGA TTV ABO760(
GAGGAAGCAGAGAGAGGCGGTGCCGGAAAGCGAGTCCTCAGGCT A'I'I'I'CTCCAGCGACTCGCTGACCGATCCGTGGAOCACAAGCGA CGA CAGAGTGACCCTGACCCCCT GCCCAATAAA( \TTCT/ AA'I'I'CTGTGTCCGTGTA Majority
2390 2400 2410 2420 2430 2440 2450 2460 2470 2480 2490 2500 2510 2520 2530 2540 2550

S S Y Y [ | Y [ Y [ N NS [N NS [N N
2375 GAATGAGGAAGAAGAGAGAGGAGGCGCAGGAAAGCGACGACTCAGAATATTTCTCCAGCGACTCGCTGACCGATCCCTGGACCACAAGCGACGAAGA CAGAGTGACCCCGACCCCCTGCACAATAAACGCAAAAAACGCTTGCAATTCTAACACTGCCTCCGCGTA TTV RS Bra:
2336 ---TGACCAAGCAGAGAGACGCGCTGCCAGAAAGCGAGTCATCAAGCTACTTCTCAAGCGACTCGCTGACAGACCCGTGGACAACAAGCGACGACGA CAGAGTGACCCTGACCCCCTCACCAATAAACGCAAAAAGCGCTTGCAATTCTAATTCGCTGTCCGTGTA TTV ABO760(

'I'I'CA'I'I'GGGGGGGTCCGGGGG CCCCCCG'I'I'AG'I'I'GGG'I'I'CT CGCATTGTCGCCTGCCAAGTGAAAGTCGGGGACGAGTGAGTGCGGGACATCCCGTGTAATGGCTACATAACTACCCGGCTTTGCTTCGACAGTGGCCGTGGCTCGACCCTCACACAA

+ Majority

G Majority

T T T T T T T T T T T T T
2570 2580 2590 2600 2610 2620 2630 2640 2650 2660 2670 2680 2690 2700 2710 2720
L s L L | L L s | s L | |

A'I'I'GGGGGGGTC GGGGGGGC GCCCCACCCC——GTI'" CGCATGGT! TTV RS Bra:
TTCATTGGGGGGGTCCGGGGGGGCTTGCCCCCCCGTTAGTTGGGTTCTCGCACTCCCGCCTGCCAAGTGAAAGTCGGGGACGAGTGAGTGCGGGACATCCCGTGTAATGGCTACATAACTACCCGGCTTTGCTTCGACAGTGGCCGTGGCTCGACCCTCACACAACAATG TTV JABO760(

+ Majority

CAGATAGGGGGCGCAATI'GGGATCGTI’AGAAAACT ATGGCOGAGCATGGGGGGGGCT CCGCCCCCCCCAACCCCCCCGGTGGGGGGGCCAAGGCCCCCCCTACACCCCCCCATGGGGGGCT GCTGCCCCCCAAACCCCCCGCGTCGGATG CTGCGCCCCCCCC Majority

T T T
2730 2740 2750 2760 2770 2780 2790 2800 2810 2820 2830 2840 2850 2870 2880 2890
) \ \ . ) ! ) ) ) ) ) 1 ) ) )
2706 % Mm —— TTV RS Bra:
2673 CAGATAGGGGGCGCAATTGGGA GGCCGAGCATGGGGEGEGCTCCGCCCCCCCCAACCCCCCCGETGEEGEEGCCAAGGLC CCATGGGGGGCTGCTGCCCCCCAAACCCCCCGCGTCGGATGEEEGG6GCTGCGCCCCCCCE TV ABO760!

AAACCCCCCTTGCCCGGGGCTGTGCCCCGGACCCCC Majority
T T T
2900 2910 2920
L L L
2874 AAACCCCCCTTGCCCGGGGCTGTGCCCCGGACCCCC TTV RS Bra:
2843 AAACCCCCCTTGCCCGGGGCTGTGCCCCGGACCCCC TTV ABO760(

Fig. 5. Comparison between Sd-TTV31 and TTV-2516 sequence. Circled fragments
indicates the non-sequenced regions of TTV-2516.
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Fig. 6. Neighbour-joining phylogenetic tree constructed based on the entire nucleotide
sequences of TTV genome (GenBank accession numbers AB076001, AY823990,
AY823991, AY823988, AY823989).



Primer

Sequence (5’-3’)

TTV 001
TTV 002
TTV 003
TTV 004
TTV 005
TTV 006
TTV 007
TTV 008
TTV 009
TTV 010

TAAGGCGTTCCCAGTAAAGG
TTCCAGGCAGTAATGCGGTA
GACGAAGATTTTCAGAGTGAC
GTTCTCAATCAGGTCCGCCT
GTCACTCTGAAAATCTTCGTC
CTCTCTCGCCTCTGTCTCTT
GCATGGTGGTTAATGCAAAGAC
CGTCTTATACTGGTGCACAATAC
GTCTTTGCATTAACCACCATGC
ATGAGCACCAGTTATGGAGA

Table 1. Sequences of the oligonucleotide primers used to sequence the TTV genome

completely.
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PMWS-affected pigs (67)

Healthy pigs (63)

Pattern 1 15.0 % (10) 85.7 % (54)
Pattern 2 1.5% (1) 32%(2)
Pattern 3 12.0 % (8) 7.9 % (5)
Pattern 4 8.9 % (6) 0.0 % (0)
No pattern 49.2 % (33) 0.0 % (0)
Not digested 13.4 % (9) 3.2 % (2)

Table 2. Percentage of patterns between PMWS-affected pigs and healthy pigs.
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TTV-2516
ORF1 ORF2 ORF3
Sd-TTV31 60 % 52.8% 62.5 %
TTV-1p 48.5 % 36.1 % 42.1 %

Table 3. Comparison between ORFs of TTV-2516 and other ORFs.
The values indicate the percentage of identity between the amino acids of the ORFs

2516 and the corresponding ORFs of either Sd-TTV31 or TTV-1p.
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5 CONCLUSOES

e Apos amplificacdo com phi29 e digestdo enzimatica com a enzima Bam HI,
foram encontrados determinados perfis de bandas de DNA nos soros dos animais. Um
destes perfis encontrados (‘“Padrao 1) apresentou uma diferenca significativa entre os

grupos de suinos saudaveis e com SMDS.

e O “Padrao 1” foi considerado sugestivo da presenca de um ou mais anelovirus
e foi detectado em uma alta percentagem (85,7%) de animais que ndo apresentavam
SMDS. O mesmo padrdo foi encontrado em uma propor¢ao significativamente inferior

(15,0%) em animais com SMDS.

¢ O sequenciamento de uma das bandas de DNA obtidas com a amostra 2516
(“Padrao 2”) mostrou que este DNA ¢ derivado de um TTV suino, um anelovirus do
gendtipo 1, porém com uma seqiiéncia diferente das descritas anteriormente. Este
padrdo caracterizado por fragmentos de tamanho 1,7 kb e 1,2 kb foi detectado em 3,2%

dos animais saudaveis e 1,5% dos animais com SMDS.

e O seqiienciamento dos fragmentos de DNA da amostra denominada 17a
(“padrdo 1) caracterizada por bandas de tamanho aproximado de 3,2 kb, 1,7 kb e 1,2
kb permitiu a identificagdo da presenca de dois anelovirus distintos, porém do mesmo
genogrupo, na mesma amostra, indicando, pelo menos neste caso, uma infec¢ao mista.
Provavelmente, a banda de 3,2 kb corresponde a um terceiro virus. Entretanto, isso

precisa ser confirmado futuramente através de sequenciamento.

e E possivel que outros genomas virais tenham sido amplificados neste trabalho,
pois a grande maioria dos fragmentos gerados pelas enzimas de restricdo ndao foram
seqlienciados e, portanto, ainda ndo se sabe exatamente quantas variantes de possiveis
anelovirus suino temos presente nas amostras analisadas. Pelas pequenas diferencas
observadas nos tamanhos dos segmentos amplificados, pode-se especular que deve

haver varios outros agentes com genomas similares nas outras amostras.
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e O presente estudo mostra que a técnica de amplificacdo por circulo rolante
com multiplos primers (ACRMP) se mostrou util para a identificacdo de novos virus
com genoma de DNA circular, embora ndo tenha sido determinada a efetiva

sensibilidade do método nas condic¢oes deste estudo.

e Mais estudos sdo necessarios para avaliar possiveis interagdes destes agentes

com a ocorréncia de SMDS.
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ANEXO

Formulas de solucdes e reagentes. Quando necessario, as solu¢des foram
esterelizadas através de autoclavagem por 15 minutos a 121 °C ou filtragem
com filtros esterelizantes (0,22um).

Meios de cultura
Meio Luria-Bertani (LB)

Triptona 10g
Extrato de Levedura 05¢g
NaCl 10g
Agua Milli-Q q.s.p. 1000 ml

Apds o preparo o meio ¢ autoclavado

Agar Luria-Bertani
Meio Luria-Bertani adicionado de 15 g/l de agar bacterioldgico. Apos o preparo o meio €
autoclavado.

Outras solucdes
Ampicilina 50 mg/ml

Ampicilina 500 mg
Agua Milli-Q q.s.p. 10 ml
Solucao filtrada e armazenada a -20 °C.

Tris-Cl1 1 M

Tris 303¢g
Agua Milli-Q q.s.p 200 ml

Acertar o pH em 7,4 ou 8,0 com HCIl e autoclavar.

0,5M EDTA pH 8.0

EDTA 46,5 g
Agua Milli-Q q.s.p 200 ml
Acertar o pH em 8,0 com o NaOH e autoclavar.

Tampado TE pH 7.4

Tris-Cl pH 7,4 10 mM
EDTA pH 8,0 1 mM
Agua Milli-Q q.s.p 100 ml
Solugao autoclavada.

Tampao TEM pH 7.4

Tris-ClpH 7,4 1 M 10 mM
NaCl 5M 150 mM
EDTA pH 8,0 0,5 M 1 mM
Agua Milli-Q q.s.p. 100 ml
Acertar o pH para 7,4 com HCI.

SDS 10 %

Dodecil sulfato de sodio 10g

Agua Milli-Q q.s.p. 100 ml



NaCl5 M

NaCl

Agua Milli-Q q.s.p.
Solugao autoclavada.

NaOH 10 M
NaOH
Agua Milli-Q g.s.p.

Proteinase K 20 mg/ml
Proteinase K

Agua Milli-Q g.s.p.

Solugdo armazenada a -20 °C.

RNAse 10 mg/ml

RNAse

Acetato de sodio 0,01 M pH 5,2

Aquecer a solucao a 100 °C por 15 minutos, deixar esfriar e adicionar 0,1
volume de Tris-Cl 1 M pH 7,4. Solug¢do armazenada a -20 °C.

Cloreto de calcio 2 M
Cloreto de calcio
Agua Milli-Q q.s.p.
Solugao filtrada

Solugdes para eletroforese em gel de agarose
Tampao Tris-acetado EDTA (TAE) 50X

Tris base

Acido acético glacial

EDTA 0,5 M pH 8,0

Agua Milli-Q q.s.p.

Tampao de amostra

Azul de bromofenol
Sacarose

Solugdo armazenada a 4 °C.

Brometo de etidio 10 mg/ml
Brometo de etidio
Agua Milli-Q

Preparacdo de DNA plasmidial por Lise alcalina
Solugdo I

Glicose

Tris-Cl pH 8,0 IM

EDTA pH 8,00,5M

Solugdo autoclavada e estocada a 4 °C.

73

73,1 ¢g
250 ml

40 ¢g
100 ml

200 mg
10 ml

100 mg
10 ml

36,6 ¢
100 ml

242 g
57,1 ml
100 ml

1000 ml

0,25 %

40 %

100 ml

50 mM
25 mM
10 mM



Solucao I1
SDS 10 %

NaOH 10 M
Agua Milli-Q

Preparar a solug¢do na hora de usar.

Solucao II1
Acetato de potassio 5 M

A:cido acético glacial
Agua Milli-Q g.s.p.
Filtrar e estocar a 4 °C.

74

100 ml
20 ml
880 ml

60 ml
11,5 ml
28,5 ml
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